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SENSOROBERPIACHE MIT VERBESSERTEM SIGNAL/RAUSCH-VERHAIiTNTS 

Die Erfindung betrifft eine Sensorober f i^ichG mit verbesserLera 
Signal/Rauscn-Verhaitnia auf dec Basis von auf der Sensor- 
5 obcrfiache kovalent immobi linicrtem Block.ierungsreagenz j^owie 
derartigo Oberflachen uiufassende Vorrich tuuyen and Verfahrcn 
unter Verwendung derselben* 

Bci Gensoren, die nach deni Kezeptor /Liganden-Prinzip arbei- 
10 ten, 2.B. AntikOrper/Antigen-Scnsoren ( Proteinsenf^orcn) , wird 
zunieist keincr der ReakLionspartner oder aber nur der Rese^p- 
tor kovalent immofoiiisi ert . Nctch dem Immobi 1 i .s iereri (Aufbrin- 
gen) dcs Rezeptors wird melsr. vor der eigentlichcn Reaktion 
ein Blockiccungsreageii;i Oder -agens zugeyeben, chin verhindern 
i^. soli, dai>$ Analytmoickule unspe7.i tir^ch, ci.h. nicht aus- 
schliolilich an den Re7.ept:or, au der Obf^rflache des Sensors 
yebunden werden. Dicyes Blockiorungsr«aqeuz bi^iogr nicrht: ye - 
nutzte Benelche auf dem Seni>ur and int fur fast al.le Mcnauii- 
gea swingend notwendig, utti eiii ausr^icricnd hohes Siq- 
T) nal/Rausch Verhriltriiti i:u bekommen. 

Ein bei .SennorcMi dss Standee d«r Technik bishe.r sLets auftri?;- 
tendcs Problem ist, d,inr> bei ^^p^trerc-n Reaktions • und Viatiah- 
ibchiittc>n das Blockier Ling^r.-agenz entfernf. wird. Lilne Entter- 

jl. nnng dcs Reagenzes fiihm zu einer (parLiellen) Froi leguny von 
Oberflach(^nbereicheri auf dem Sensor, an dcncn danri wieder un- 
c.pnzif ische Wechselwirkungen auf tiiecen k^innen , Line solche 
Wechse I wtrkuiiy Oder Reaktion wurde (•:in unsperi fi ache^^^ Siyiial 
bei d«iL Detektiop erzeugen, wodurcli das V^rhaltnib^ von spe-i- 

■^0 fischem Sigruil iiu unspezif i^chc-u Signal d^uLlich ver.GchJ och- 
tert wr.rdH. 
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Aufgobe der Ei:£inclanq ist, diesen den Sensoren dc-^;? Stiandca 
der Technilc anhaf teiiden Nachteii zu beseitiyeu. 

iirf indunqsgcm^li wird dlese Aufgabe geiOsL darch die Bereit- 
5 iJtellung einer Sensorober f l^che mi t. darAar kovalent immobili- 
r,ierten spezlf ischen Sorideiiniolekttlen fur iiiindes teas ein nach- 
zuweisendes Biomolekiii , bei der grundn^lt zlich fui: unspezifi- 
sche Bindungeii zur VertUgung sLehende StclLen oder Bereich(=! 
der Sensoroberf iache durch mindRstens ein kovalent daran im- 
10 mobilisiartes Blocklftrungs reagenz i nnktiviert yiad. 

Kurz 7.uscimmcngefa^:5L werd^n also errinctung.sgeniafi ACfinitats- 
seiisoren fUr Biomolekule, diG nach dem Re7.^=iptor /Ligariden- 
Prinzip arbeiten, nac:h dem Auirbringen der Reseptormol ekule 

15 mi-t cinem Pseayeii^ behandclt, durch das unspezif ische Interak- 
Lionen von Analytiiiolekulen aui^^erhalb der fur die spe;;irische 
Rindung an den b7.w. die Rezepcor (sn) voigesehenen Bereiche 
der Sensorobfirf lache dorch kovaleiites BindCin eines sog - Blo- 
c:kierunqsreagenzoi.3 oder -aqens nnt:ei.buaden worden. Dadurch 

10 wird das Siqiial/Rausch-Vorhai tnls de^- Koaktion verbessert und 
dxe Emptindl IchktiiL der Analys«=^ eerhohc* Ko^Mlontes liiu-iobili- 
sieren bzw. Bi ndr:n der Rezeptoren \i:ui der Blockicrungs reay en- 
zien anf der Censor ohp rtlache eilai.ib^ en, die Spevxi:itar. d.:^r 
Hedktion durch die Verwenduiig von z.B, hohen Tcnsi dkonzeaLra- 

lo r..lonen zu erhOhr.n, woil wdlvi-ead diV'-Lser Waschschr i t-.r.r- , die 
stattfindon, um aicht gebundwnHn Ana I yt. von dem Sensor zu 
entiiernon, dai> Auswaschen der Dlod'ti Ftruny t^reagenzion verhin- 
derf. wird. 

.^0 Da das Signa 1 /Rausch-Verhaltni n bezUylrch dp.r l-^.e-^eptoren ver- 
besserc wire! (d.h, nur dai-s biologi 5-u:lie Si qn^iL/Rausch- 
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verhaltnis n.icht das elektronisrhc Signal /Rausch-Verhal tiiis ) , 
wird anf diese Wei.r,a die absolute sensitivitat der Mes^ungcn 
erhbht und dadurrrh aowohl die Sensitivibat des Sensors ver- 
besnftrt. als audi die dynamische BreitR der.- Messung deutlich 

5 erhoht. Insbesoridere ergibt sich durch die Verwenduug von li- 
pophilen photoverncLzern bzw. »Phobocrosslinkorn« und araphi- 
philen Blockierungssubstaiizen die Moglichkeit, oberf lachenei- 
genschafLen gezio.lt zu verandern, und zwar ohnc das Risiko, 
die wertvollen Rezept-.orproteine 7.u b«achadigen odc^r in soas- 

io tiger welr.ft zu beeintrachtigen . Au£ diftsc Weise kOnnen z.B. 
AnLikOrperchips gc:gebenenf ails wiederverwendet werden, drn dcr 
Aafbau und die Belegung desi Chips im wesentlichen auCrecht 
erhalten bleibcn . 



Ill 



Ein wciterer Aspekt dor Erfindung betriffL ein Vcrfahren Tiur 
vcrbesserung dec Si gnal/Rausch-Verhai Lnissen von Bioaensoren, 
bei deiti nine er tindungtjyeniaOe Senaocoberf l^icho verwendet 
wird. Ddher bef.rifft die vorlicgende Erfindung gtundsatzLich 
slie Verfahren zurn N.^chw«is des Vorhandenselns von Analyten 
/O i.n eiuer zu nntorsuchynden I'robe unter Vc^iwendung Oberfirt- 
chea-gobundener P.e-eptormolt?kule, bci denen eine orfir.dunqs- 
gemafte Sensorobeiriache verwcndet wird. 

Ein wei.t.ercr Aspakt dcr E:rri.ndung betrifft. e.nG Vor riciil unr? 
•'S zur v/erwendung in yinera er f l:idu:-;gscem;nP.c:M Verfahren, die eine 
erti ndungsgem^l^e Sensocabecf J 5ctie aulweint. 

Ein welterer Anpekt der Ertindung betvi f CL einen Kit 7.-,:r Vcr- 
wcMidunq in einem erfindung.sgemalien Vntfahren, der eine erfir=- 
30 dungsgemalie Sensorobc^rf lache und gegebenenfalls Pur cor und 
Nachwcisreaqonz.i en eriLhalt . 
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Ein weitejcer Aspect der Erfindung bctrtfft cin Bloclcierungs- 
rcageriz, das inindesLens eine photoreaktive Gruppe zur kova- 
lenten Immobilisierunq an ein^^r Sondcnoberf lache aufweist. 

5. iiin weirerer ZYspekt der Erfindung betrifft ein Verf^hran zur 
Hcrstcllung eines erf indurigsgeaiaften Blockierunqsreagen zer; , 
bei dem mindestens ein Rlockicrungsreagenz, wie oben defi- 
niert, mil mindestens einem Vf^rnotzor umgesetizt wird, der 
TTTi ndest.enis eine phoLoreaktive Gruppo aufweist, 

10 

Ein weiLerer Aspekt der F.rfindung betrifft einen Kit ^ur Her- 
ntcllung einer er f indunqsqem^fien Scnsorohfir f lache, der min- 
destens ein orf indungsgemaPjes Blockit?rungsreagenz der zuvor 
definierten Art und qegobcnenf al Is eine Sensorober f l^^che JjO- 
1=1 wie Puffer und Reaqenzien enth^it. 

Weitiere vortciihatto und/oder bevoriiiugte Ausfuhrungsf orruen 
der Erfindunq i>ind Geqenstand der jcwcillgea Unteranspruche , 

:>0 Bei einer Austanrungsf orm dor er f indungsqcmaiScn Sensorober- 
flrlcho bilden die Sonden bzw. K?^ -npr.ormolekille ein adres- 
sierbares Muster ,^uf der Oberflacne* Dcrcirtige Muster si:id 
.lUf) der Bioarray- Oder Bicch -i p-'roc:liaik an sich bekannt und 
kbiiiien mi r. beiiobigcn der dorL cinge-.vendeten Tochniken erzeugt 

?5 w^^rderi, beispiel sweise durch AufciruLrken. Die Array-Tcchn.\ :< 
gesLattet die parallcle Untersuchung einor sehr qroPjen huzdUl 
von. AnalyLen. 

Zur inuiiobilisierrunq von SondeuxiLOle -cu len konnen beliebiye 
JO Techniken ringcwcndcL weiden, beispi elsv/eise die von G. T. 
Hermanson in "B±ocon j uga t a -Trrchnique^i" , Academic Prctss, 1996, 
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beschriebenen . Bciapielsweise eignen sich Im Falle von amino- 
terminierUen Oligonulclftotiden sogenaniiLe reakCive Ester odcr 
Rciaktivoster wie N-IlydroxysucciniTnlde (NHS-Ester) / Epo:-fid<=i, 
vorsugswei se Glycidyl-Derivate , Tsothiocyanatc , Isocyanate, 
Azide, Carbcnsa^uregruppeii oder Mal^inimidc. Selbs tvers tand- 
lich konnte atich mit den gleichen Photovornct zern iimuobili- 
sicrt werden/ die welter unten zur Irnrciobilisierung dcr Dlo- 
ckicrungsreagenzien beschricben wetdeii. 

Bci einer weiteren Aur.fUhrungsf oriu der er 1:1 ndimgisyemafien Gen- 
sorobcrtiache erfolgt die kova] ente nmtiobilisieriing des min- 
deslens einen Blackierunqsreagen7en ubcsr niindestenG elnp^n 
pnotoreaktiveri Vernetzor oder »Cros3 i i,nker« . his ist moqlich, 
mehrerc^ unLerschiedlichc Rlockierungsreagenzien parallel zu 
verwenden. Grunds^tzlicii ist jedci; im Stand der Technik ver- 
wendeLtt Blockic^rungsreagenz erf i ndungsgemafi gweignet- JGdcs 
Biocici erunyareagep.s kann gcgcbenenf alls mit mehreren, auch 
unLerschiedl ichon, phoLoreal^ti von VeriieLzern j mmobilisier t 
wcrden. 



Hei einer wei tcrcn Ausf uhrungs f orm der eL fjindungsgemr^Qon Sen- 
r.orobcrriache w€-.gi: dor mindestens eino photor eaktive Verne t- 
zer mlndestens ^-I'le unter Bonzophericn Oder Dcrivaten davon, 
Anthrachinon odor Deri vaLen dnvon, Thyiuidin oder Dcrivaten 
davon und 4 -Azidcber.zoe.sanrc^ oder Derivaten d^. von ausqew;Ah 1 -e 
ph(^t-c)Leaktivc Gnippe auf. Grundnat zlich ist ied(^r photoreak- 
cive VernetzcoL- dos GLandes dor Technik Gr£indn:iy sgemaB geei.q- 
ne t . 

j.o Hel oineL weiteren Anr. ITuhr anqstorm <ior er f indur.gKgemaflen Gen 
.soLOberfidcho i 5;r. di« Sensorobor f lache ontr^r ^^-tdii ■/ HalbTT.e- 
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tall-, HalbKietalioxid -/ Glas- oder Pol ymerobertlcichen. ausge ■ 
wahlt . 

Bci einer weiteren Ausf uhrurigsliorm der er f indungsgemaften Sen- 
b sorob(5rf l^chc ist die Mp.tallober f lache unLer Gold- and Aluml- 
niumoberflcLchen ausgew^ihlt, 

Bei einer weiterexa bevorzugtcn Auf> ^fihrungs f orm der erfin- 
diirigagciTiafien Sensorober f lache ist di e Hnlbmc tallober f lache 
10 eine Silictumobcrf lache . 

Bei einer weitereea AusiUhrungsf orm cic:r tirrindungsgein^Iien Sen- 
soroberf 1 achi?i ist die Halbmetalloxidoberf lache ein^^ Silicium- 
oxid Oder Aluminiuxuoxidober f IMch^ . 

lb 

Bei einer woitcron Ausfiihruny s f o crn dar f indungsgemalJen Sen- 
soroberf lache is;: die Gl Fin ot^crfl ache eine Quarsg.la^obcrf Id.- 
ch(=!. Grundsatzlich isL jede bolcannte Glai>ober riaclie erfin- 
duagsqemaii geoi gnot . 

Graadsatzlich sind aUe ()b«i TlSchen tormon er f induiiy syeraali ge- 
eignet, Obglcxch die Obertiachp bc:i Biochip-Ariwt^ndongcn zii- 
ineist im wesentlichen eben isr., Ixcgc es fur deii P.fJChniriEin duf 
d'jL Hand, das.G auch Obe^ r f: lichen mit Vo r t i e f nny en sov/ie sol- 
■J:. ch^, die niche LLdLCh sondern rund bzw. sph^ri .^ch auisy ch? Lai t:e t 
sind, erf i ndiHKjsyttmrfft yleichermafien geeiuneL sind. 

Rei einer weit^.r^.n A\ir, tuhrungslorm der ^^r f indungsqeuiafiea Sen- 
soroberf 1 nc:ho iaL die Polymerober f lach« unter Obcrf.lachen auia 
?.0 Cyclooleilincopoiymer Oder CerivaLen da von. Polys tyrol oder 
Derivaten davon, Polyethylen oder Deri v.=ir.en davon, PoLypropy- 
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leii Oder Dc^rivaren davon, Polyimid Oder Derlvateri davon und 
Polyrnethylmethacrylat oder Derivaten ausgewahLt - Grundsatz- 
licli ist jcde bekannte Polymfcirobert'lSche er f indungsgeraafi* ge- 
eiyneU. Hiervon umfasst sind auch Oberlrlachen, die quellbare 
Oder wasserpermoable polyraer*^ oder copolynier^^; Strukturen auf- 
we.i.sen und ruono-, bi- oder polyf unktionalisiert c Kopplungs- 
rjruppen umfassea kbnnen . 

Ferner sind dlt^ im Stand der Technik trUr analytische oder 
diagnosti5c:he Zwecko bekanatien Membraaeii wie insbe bonder e 
seiche aus Nylon und Nitrocicllalose goeignet. 



Bei einer weiteren Ausf tih rung. form der erf i ndungsgeaiaflen Sen- 
soroberflciche i5:?L das Sondenmoleknl (Receptor) «in Partn^^r 
15 ftines spezifisch wechselwirkenden FJystcras von komplcmeiitaren 
Bindunyspartnern ( Re^izeptor /Ligarui) . 

Bci einer weiteren Aus luhrunqs form der c=irt indunqsgeTn;if5cn Sen- 
isurvoberf ?.riche beruht daa spezif i sc:h wechsoiwlrkende System 

20 von kompI^mcntarBn Bi ndnngsparUnern auf der Wt-chiielwir kung 
emer Nukleins.=5ure riilL einc-r kornplennen tSren Nuklei nn,1ure , der 
'^ecnse! wirkuny exner Pcr^puidnuklei rusaure mit ei n«r Nukleinsan- 
re, der Enzym/Subis LLat Rc zepL o r / ^. 1 1 o ktoi - , T.ecr in/Zucker - , 
AntikOrpriiV Antigen ; Avidin/Biot i n-, oder sr repLavidm/Bic- 

L'.r, tin-Wochiselwir kung . 

P,p..L ciner weir.cren AuJiluhrnnybf orm dpr er f indungsgemaf^ea Sen- 
soroberClache ist die Nukleinsaure eino DMA oder RNA oder e^n 
Analocjon davon, 

10 
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Bei einer weiter(=;n Ausfuhruiigs form dcr erf indangsgemaUen Sen- 
sorobertiache ist die DNA oder RNA ein Oli gonukiootid . 

. Bci einer weiteren Ausf ahrunqsform dcr erf indungscjem^Iien Sen- 
b soroberf iache ist dcr Ant.ikorper ein pol ykn.onaler , monoklona- 
ler, chitnarer oder ^Si nglG-chain«-Ant .i, korper oder ein funkti- 
oiielles Fragment oder Oertvat eiaes derrirr.igen Antikorpers- 
UriLer einem f unktionellen Fragment oder Derivat eines AnLi- 
kftrpers wird hier jedcs Fragment oder Derivat eines Antikor- 
10 pecs mit spezifischer Antigenbindung.^ f clhigkeit verstanden. 
Diose kann sich in dor Starke von dcor des nativen Antikorpers 
unheirischeiden, das Fragment oder Derivat muss dabei aber 
nicht notv/endigerweise gicichzei Lig anrh immuniijierende Wir- 
kung im Korper haben. 

lb 

Bei eincr weiteren Ausf nhrungsf orm dor erf indungsqemiilScn Sen- 
soroberf laches ist das Bl nckierucigsreag^Rn- unter Casein, 
hydrolysiert^m (:-.f.(=^.3.z\, einem Tcnsid, Rinder;^?: rumalbuiiiiri/ f^*^- 
taien KMlber serum^ Serum neugeboroner K^ilber, und Mi scriungen 
JO davon ausgewahLt . Diese Blocks Pirirngsreagenzi en sind im Ilande"'. 
erhMltlich und bei.c.piv-^ 1 ?;wei:ie Liber die^ Fiiifaa Sigma-Aldrich 
Chemife? GmiriH zii be Ziehen. 

■ Bei einer weitcrea Au3 tuh rungi: loira d(?>: or f iridungsqem^liic-. Sen- 
:b sorobeii£lache ist das Teas id imcer Nat r xi.mp.ilmi Lat , Bri*-/!:^ 35, 
BzxY^S> 5Q, Cetyipyn m nlumchlorid-Monohydrat , Ce tyl trii:iethy • 
I rimmoniumbromid, 3- (3-Choiamidopropyl) di methylanimonio-l-pro- 
piinaulfonat; 3- (3 -Cholamidopropyl) -dimetliyl -ammonlo-2-hydro- 
>:y- 1 -propanSLiif onri t, Decan- 1 -sn I Cons aurc -Natriums alz . N- 
30 Bis- [3- (D-gl nc:onar.iido) -propyl! -deovyrholamid, Oodccan-l-sul- 
ionsaure-Natriumsa.) z, D<>aecyl-|5-D-mal tosid, ^-O- (M-Hepty L- 
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carbamoyl) -rnet.hyl-a-D" glucopyronosid, HepLaii- 1-sulf onsaure- 
Natriumsdii:, N-Lauroylsarcosiii Nat ri umrsalz, Octanoyl-N-me- 
thyiglucamid, N-Moriaoyl-N-methylgluc:amid, Natriumcholrit., Na- 
triumdeoxycliolat , Noiian-l-suif onsSure-Natriuiasalz, Nonidct 
P40, c)ctan-l-sulfonr,tlure-Natriuiasalz, n-C)cr.yl-i^ -D-glucopyran- 
osid, Pentrin-l-sulf ons^ure-Nat-riumisalz, ii-Octyi-l^-D-thioglu«- 
copyranosid, Pluroaic"^ F-6S , Saccharosemonoiaurat:, Nafcriuiudo- 
decylsulf at , Dodecyl ^dimethyl- 3 -amxiioi"ilo-l-propcinsulfonat, 

N-Tetradecyl-dimethyl-S-amiuonio- L-propansulf onat , Triton'^ 
1(30, und Mischangen davon aus^qewahlt. Die^je Tenside sind im 
Handel orhaltlich und beispi elsweise ub«^r die Firixia Slgma- 
Aldrich Chemie GiiibH zo, besiehen. Crundsatziich sind alia be- 
kannt<=>n Tenside er f indungsgemafi geeignet. 



Tn dcr folqenden Tribellc werden w«itcre Details der obigen 
Tenr.ide angegeV->eii . 
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ri-Octyi-ti-D-thiogluco- 
pyiranosid 



Pluroriir:'* F-68 



jaccharoscmonol auraL 



S DS ( N3 1 r i. uiudocie c y 1 3 ui ■ 
tat 



Sijl f(>l?«l:ain SB 12 



Sul fobeLain S3 14 



Trit-on* X-100 



Triton* X-114 



Twccn"' 20 



CuHxsOvS 



(:,9H,iN0,S 



Twccn ^30 



nichtionisch 



riictiLioni ach 



anionioch 



zwi t teLion i .^r.h 



iiichLioni ptc.h 



nicJmionisch 



'iich.:;iorii.'sch 



Zwi tterion i ocn 



Abkursunqen: CHAPS r 3- • J-Chol arui<:opropyi ) -c ^ rn- i.Uyiammcnxo- l-pr-pa 
na - ) ; CHAF5;0 { 3- ( - r^o J arr: ^ ciopiCpyi ) -d irr« r 1 -£i;nrioni^j --2 -h yd r:oxy- 1 -proo^nri 
soi^o-HL) ; Dooxy-3:3C::Ar> ( M, f 3- ( <jiuconcin^oo) r^pyi) -dcc::yc;n.1 - 

=im-a); HECAT^lt:;- (^;-0-.M :,eoLyl:;:arbamoy I i u^C^nyi-o-O-'J n:^: Jpyranosid W M^^^-A 
R lOcLaroyl-W-methyl^lucamici) ; M^C^A 9 (>i-M^nanoy 1 me ^ir^yicilucc^tir d) ; 5:DS 
i^iaLriumdodecYl«i:li:^-) ; Self ober>^ in S5 12 ^^:-r)c)<:e.:yi-c-ni-Lhyl -^-srirrcnio- 
l-pt:opansuJfor.Hl.); Sulfobotain SB 14 ( N-T^: r .^decyi-diiu-f Lhy 1 3 arrmonio-i- 
propansul fonar. )•. 

Bel c-iner weiteren Aus f Uhruncj.s Corrci dcs er f iEidurqr^qcrnafien Blo- 
ckioruiigsreaqf^nzes i::5L die min<:ie5refis eine phoLoreaktive 
Gruppe unf.i-- Benzophcnon oder Dcriv.dLea dnvon. An thrr-ir.hinon 



Anmv* ...-IP! r i fi : Klcron.iu H»-.lri-. r - i.nhM 
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Oder Derivaten davori/ Thymidin oder Derivar.en davon und 4- 
Azidobcnzoesaure oder Derivaten driven aiifigewahlt . 

Bci eiiier Aus f uhrungsf orm de.? erf iuduiiysyemafiexi Verfahrens 
5 zur HerstelluaQ des er tinclunq.^gemafien Blockierungsreagenzes 
wird die mindcstens elne photoreaktive Gruppe untcr Renzophe- 
non Oder DerivaLen davon, Anthrt--ic:hlnon oder Derivaten davon, 
Thymidin oder Uerivalien davon, iind 4-Azidobenzoesaare Oder 
Derivaten davon auagcwahlt. 

10 

Die Erfindung wird im folgcndein beispielhaf t erl.^iutQrt . 

liJine geeignete BiocJcierungssubs tanz , z.B. Casein fur Poiysty- 
rol obRrflachen, wird mittcls eines Vernetzers b2w, ^^Crosslin- 

15 kers« mit einer photoreaktiven Gruppo versehen, z,B. 4- 
Azidobeniioesaurp.-lSI-hydroxy-succiiiiini d^^stor . Diese chemischen 
Gr\]ppcn erlaaben es, nach d«r eigentiichea Bl ockierungsreak- 
tion die BLockieruxigsreagsnzicn an den lur 3ie zuganylichen 
Scellen kovalenn zu iaimobili 5l oron. Wdhlweise konn aiich die 

JO oberflache mil phot oreaktivoii Gruppen versehon sein, z.B. 
Glay, das mit einem Benzophenon.'iilan beschichtet wurdc . In 
diecem b\iile kanrx mit dom Liven Blockicrungsrecigeriz gear- 
beitfdt werrJen, und die iuucL0;:^±ii.5i ^ rune der Reueptoren und des 
Blocki (=^rungsreayenze3 findon durcli Belichncn bei geeiuneten 

.j'o Weileniangen .sLiiLL. 

Weitere c^rf indungsgemali cfccigner.y DlockicrungF, rnay enzien sind 
die oben erwcihnr.nn Tonside ei.nciv pho toreakt ivRu Gcuppo ain 

hydrophoben Terminas, bezspi Rlsweise R(=^: nzophenoa 4-(Natrii.m- 
piilmitat) . Declvrifp. nuc:h diiderer Ten/side sind von einem Fdch 
luann ohno woif.erws schnell ht>i:ntcllbax . Di^r.fi SubiiLaiV£en bio- 

Ann--: Lrt . Mir.iOAcka Holding GmbK iMi,s.. 
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ckiercn Rereiche, auf denen hydrophobe Wechsciwirkungen 
staLtfinden. Auch nicnti oni i^chc/anionische Tenside itiit photo- 
reaktiven Gruppen sind geeignet. Ein Vortifiti w^rC/ dass man 
aul3erdem damit stabile Lipidvcaikel hersteil^in k5nntc. 

5 

Beisplele 

Hcrstel lung v o u pho Loreaktiv^n Casoinf ra gme n t e ri 
Vor zugswelG<=i wird relativ iiiedermol ekularca Caaein mit einem 
10 Molekiilgewicht von < 10 kD verweiidet. Dieses wird in Natrium- 
phosphatpuf f er (pH-Wert 7,5> aufgelost. \iiid iiiiu der 20fachen 
molatea Menge rnn Cror,slinker ( 5 Azido-^.-nirrobenzoesaure-N - 
hydroxysucciniruidester als Stanuulosung i n D tmothylf ormamid 
b7.w. DMF) im Dunkeln umgeset zt: ( Rciuiutei-aperatur , 2 Std.)- An- 
schlieflend wird das Protein durch Auttrennen uber elne Seph«i- 
dex-SMule gereinigt und au£ eine Konzent rp.r.ion von 1 ^ 
(Ge='.w. /Vol - ) eiiigesteUt (z.b. durch Verdunnen) . Der pH-Wert 
der fertiqcn T.osuna wird auf 7,0 eiagei? t ell t . 

^'O Aiifb r inqen ri\it cine Ob^r Li ache 

Da3 kovdlente Blockon des yyf. zuvor mit: Re :::eptorTnoi okQien 
veiseht^^nen Bio5e;i:^ori5 wirr] f <::l<jenderraa(.!)en diirchge f uhr t » Die- 
Seiisoroberf ltich(=^ wird 2 St:d. mit dem D Loc k i r rungspuf f er be^ 
4"C inkubiert und ansch 1 i c^fietid grand! ir::i iiiiL ?BS-Put£or (PH.S- 

jS Puliier tst phosphatyepuJiterro Kocli^^alzlo^nny ) gewaschen. 
Gchii.eftlich wird mit UV-LichL ( Wellenlange ca . 300 nm) ca. 5 
MinuLen belichirer. . fakulLciLiv k;inri die Gensorobcrilache zu- 
LjaL2lich noch mit einer 0,1 ilgt^n Gelat i nolosuag zur besseren 
sr.abilisieiung der vorhacidenen Protciae benct-?:t bsw. bespLuLu 

10 werden. 
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Pd^Le ntangprfiche 

Sensoroberfiachc mit darauf kovaleriL iromohiiisierten 
spesi-f ir.chen Sonclenmolekulea fur mindcstens ein nachzu- 
weisondRs Biomolokai, dadurcn gekeimzeichJiet:, dass 
yruridsatzlich fur unspez.i f ische Bindungcn zur Verfiigung 
stehende Stc^llen oder RRrciche der Sensoroberf i^cine 
durch rnindesten.s ein kovalerit daran immobilisierten 
Blockicrungsreagenz inaktiviert sind. 

2. GensorobcrflACjhe nach Anspruch 1, dadurch gekermzeich- 
net, dass die Sondenmolekul.« ein adrcsslerbares Muster 
bilden. 

15 3. Senf^oroberflache nach einem der vorstehenden AaspEiache, 
dadurcb gekennzeichnet, dasr, das iuin(:le5t:e=:ns ein^? Bio- 
ckieruiiqsreagenz liber mindc.'-iLeas einen photoreaktiven 
Vern(=itzGr kuvalent an der Oberflache iiiuaobi 1 i^sicL t ist . 

:o 4. Sensoroberf V^^^rr^c nach Anspruch 3, dadurch gekennseich- 
net, dass der in j ndor.tsriij einp photor eaKt i Verrif^Lzer 
mlndehjLeas eine unntiL Benzophwnoii Oder Of^rivaLen davon, 
Anthrachir.on oder Di^iirivaten dnvon, Thyir.id: n ckI-c:! Derivr- 
Len davon, urid 4 - Azidobonzoff sanrc odec Derivaton davon 
ausgewahite phot.ojieaktive (-.ruppe autw<=^.isL. 

5, SeiiaorobertiachP. nach exncm der v/cr .o frohendea An^pruche, 
dadurch gekennzeichnct, dasr, die Sensorober f inchc unner 
Merrill-, Halbmotal 1.-, Haibnic-r.riliovi d-, Glas- und Poly- 
pi) me tuber fl rtchon ausyf^wahlt: ist. 
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b. Sensoroberflache aach Anspruch 5, dadLurch gekennzeich- 
net, das.s die Metalloberf lache unter Gold- und Alumini- 
umobcr f 1 .^chen auayewahlt ist- 

7. Senr^oroberf lache aACh Aaspmch 5, dadurch gekennzeicb- 
net, das.":; die Haibme tallober f l^lcho eino Si .1. ir.iumober fia- 
che list. 

Q. Sensoroberf lache nach Anspruch 5, dadurcb gekennzeich- 
net, dass dif=! Halbmeralloxidober 1 1 ache eiae Silicium- 
oxid- Oder Aluiuiniumoxidobcrf 1 ache isL, 



9. Senso7-obertiache nach AnspruCn 5, dadurch gekennzexch- 
net, dass die Glasoberf lache ein<5 Quarzglasoberf lache 

L5 1st. 

10. Sen.TorobcrElache nach Anr^pruch 5, dadurcb gekennzeich- 
net, d<irir» die Pol yrrie robe rt 1 ;ichG unter Oberrl lichen aua 
Cyciloolef incopolymor oder Der j.vc^f.cn davon, Polystyrr^L 

-0 odec: nerivaren davon, Po 1 yr:r.hylt;Li oder Derivntcn ddvon, 

Polyoropy Icn Oder Detivaten davon, f olylra^cl odr.i: ucriva- 
tf-^n ci<ivon, und Polymcrhylnis thacryl.:> t ocier Derivaren 
von ausqewtihi t ist, 

11. Sensorobpr f lLic:hc nach e^ne:Ti dv.L vorsteher.don Aruspruche, 
dadurch cjftkennzeichnct ; d<--t.'5o d.m Sonderimoie kiil em Part- 
ner eine3 ispc^r^i eitich wechGO l wi. Lkenden Systeni.s vc^n koiu 
pleiueiiLaren Blndunqf^partnem ( Rt='7.F:pLor /Licand) ist - 

}.', 12. Sensoroberf 1 richer ridch JXnsprucrh 11, dadurch gekennzeich- 
net, doss ci.-is sp^zifisch V7cchseiw±r I'-endo System von )con - 
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pl.-mencarep Biridungspartncrn aut der W«chselwirkung ei- 
ner Nukleinsriure mit einer kompiecnentaren Nuklei nsaurc, 
dt^r Wechselwirkung einer pept idnukleinsaurfi mil einer 
Nukleinsanre, der Enzym/Substrat-, Rezeptor/Ef f ektor-, 
Lectin/Zucker-, Ant j krtrper/Antiqen-, Avidln/Riotin- Oder 
SCrept.ividin/Biotiri-Wechseiwi rkung bcruht. 

Scnaorobcrflache n^ncln Anspxu<^h 12, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Nukleinsriure einc dna oder PNA oder ein 
iO AriAloqon davon ist-. 

14. Sensoroberflache nach Anspruch 13, dadurch gokemizeich- 
net, dass dift DNA oder RNA ein OLi gonukleotid ist. 

15 15. flensoroberfiache aach Anspiuch 12, dadurch gekennzeich- 
net, dass der Antikorper cin pol ykionaltjr, monoklorialer , 
chimarei: odor »siiic)ie-f:hain« Anf.ikorper oder ein funkti- 
on^iles irracmcnt oder DorivaL einos derarf.lgen Antikor- 
pers int. 

20 

16. SensorobHLflac-nc nach nom der vorsteuer.den AnsprQche, 
dadurch gekeonzeichnet, da.GS dds Biockiex ur.gr,roage:v^ un- 
ter CasPiii, hyd L'olybierr.rn C.-.-^e-: n , eiu^m Tensid, Rind-t- 
serumalbumir., Cotaiero Kcilbe rsorum, ?-oru:a neLiqP.bore:'-«r 

ju, KSlbeir, und NSi .^chungen dnvoa ausgcwahlt ist-. . 

17. Sonsoi-oberf-.ac;he nach Anspruch 15, d.idurch gekennzeich- 
net, dass das Tonsid onr.cr Natriumpalitn -at , Bri^'ii' 
Drij^rs) 50, cetyl pyiidxni uitichlori d-Monohydra L , Cof.ylcri- 

-..r. meLhylamtnoniuiii^rotnid, i ( 3-Cholarr,i dopropy 1 ) -diro.ethylam- 

moni.o-1-pi.cpan.o^nfonac, .1 - ( 3 -r.hoiar.ixdopropyi ) -dim-Lhyl- 
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aniinoriio-?-!iydroxy-l-p£opansuIfonat , Decan-l-suUTonsauLe- 
Natriumaalz, N,N-Bif.-[3- (D-yluconamido) -propyl] -dcoxy- 
cholamid, Dodecan-l-sulfonsaure-Natri.umsalz, Dodecyl-p- 
D-maltosid, 6-0- { N-Hcptylcarbeimoyl) -methyl-a-D-ylucopy- 
ranosid, lleptan-l-suitonsaure Watriumsal z, N-Lauroyl- 
sarco.-^in-NaLriumsalz, Octanoyl-N-iue thylqlucamid , M-Nona- 
oy]__lj_m(n:thylglucaiiiid, Natr iiimcholat , NatrlLLmdeoKycholat , 
Nonan-l-sulfonsaure-Natriiomsalz, NonideL P40, Oct.rin-1- 
sulfonsaure -Natri.iimsalz, n-Octyl-S-O-glucopyranosid, 
PentAn-l-sulfonsaure-Kr.if.ciumsalZ/ n-Octyl -ft-D-thioglu- 
copyranosid, Pluroriic* F-6y, Saccharosemonolaurat , Nat- 
riumdodecylsuirat, M-uodecyl-diraet.hyl-3-anuiioriio-l-pro- 
pansultonat, N-Tetradecyl-diiueUhyl-3-ammonio-i-propan- 
sulfonat, Triton* X-100, und Mischanqen davon ausgewahlt 
ist. 

18. Veifahren sum Nachweis des voihandenseins von Analyten 
in einer zu aaterr,ncher.de:i Probe untsr Verwendnng c^bGr- 
f iAchen-gtjbundener Ro-epf-oraiolekulo , dadurch gekenn- 
zeichnet, dasr, einc Sensoroberf lache qeiaSIJ einem der An- 
spruchc 1 bis 17 verwcndet. witd. 

Vorrn.chtun<j zv.r Vcrwen'iuru:) "in cinem Ve r Ira h rf:n gcraafi A:i 
spruch 18, dadurch gGkennzelchnet , daas 5 i f ; cine Sensor 
oberflaciie cjemnts oinem der Ari.sprUche 1 bi 17 aufweist. 

20- Kit iUi verwendung in einem Vctlahrcn gema!?, Anspfuch 1«, 
dadurch geTcennzeichnet , dar.r. er elne .SnnHotober f lache 
goiwafl einem der Anupruchc I bis 17 vr.d gegebenen f a I ! r. 
Puffer und Nacliwexsreagcncien erf.halL. 
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21- BloclcieriingMrecigonz, dadurch gekennzeichiiQt, daas 

mi nd<^stens eine phuLoreakt i vo CruppG zur kovalenteu Im- 
mobilisierung an einer SensoLober f ia.che aufwcist- 

22. Dlockiernngr,rc:agenz nach Anspruch 2i, dadurch gekenn- 
zeichnet, class das Rl or:ki«r angsr eaqenz untcr Ca.sain, 
hydroIyGicrtem Casein, eiiiem Tensid, Kinder serumalbuTnin , 
fotalem K^l berseruin. Serum neugcborener Kalber, and Mi- 
r»c:hungen davon ausgewahlt. ist. 
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23- Blockicrungsreagenz nach Anspruch 22, dadurch gekenn- 
zeichnet, daiii; diis Tensid unter Nat.riuiiipala^itat / Erij<t> 
35, Brij® 58, Cetylpyridiniutiichlor id-Monohydrat , Cetyl- 
trimethyl nmmoiiiuinbromid, 3- ( 3-'(:holamidopropyl) -dimethyl- 
IS ammoilio l-proponGulfonat, 3- ( 3 -Cholamidopropyl) -dime- 

thyl -amitioaio-2 --hydroxy-l-propansulf ona t , Demean- 1-suifon- 
saure ■ Mat:riumr?nlz, N, N-Bis- L 3- ( D-gluconamido) -propyl. 1 - 
dfioxycholaiuid. Dodecan-l-sulf ou^aure-Nat ri timsalz, Dode •- 
cyl-p-D-mal tosid, 6-0- (N-Heptylcajibarnoy 1 ) -mc thyi-a-D- 

20 glucopyi-anosid, h\- pr.an-l-:5uirori3ciurr:-N.iLiiurasaiz , N-T.ou- 

roylsarcosiu Matr iumsn L : , Qctaxioyl-M-mftf.hylglucaiuid, N- 
jCfonaoy! -W~mc thyly lucamid, M,qt riuiucholat , Natr iiimceoxy - 
cholat, Nor:an-l -ntiitonsauie -Nat-.riumsalz, Non^det P40, 
Oc t an^ 1 - s u 1 f c) n s a UL e -Na t: r 1 urns a 1 7. , n - Oc t y 1. - fli - D- glue o p y l an • 
OS id, Pent: an- i -fi\il Tonsaure -Natriumsal:., n-Ocryl -l^-O- 
thi ogl uTTc^pyi-ciEiosid, P : \ironic'' F-68 , Snccaaroi?enio::olao - 
r-ciL, Natriuindodecylsul Lc-iL, N-Dodccyl -dime thyi-3-aircr.onio- 
l-propnnsulfonat, N-Tet rridccyl-dimer:hyl -3-auuuonio-l-pro- 
pnnaulfonat, Triton'^ x-100, und Mi schuagen davon ciusge- 
>r! wah It i nr. . 
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24- Block-i erungsieagea7> nach elnem dcr Anspruche 21 bis 22, 
dadurch gekeimzeichnet, dass die minde. sterns einc photo- 
reaktive Gruppe unter Bcnzophenon odor Decivaten davon, 
Anf-hrachinon oder Derivaten davon, Thymidin Oder Deriva- 
^ ten davorw und 4-A-^idoben7ooaaure odor Deri>/aten davoa 

ausgewcihlt ist. 

25. Verfahren zur Herstelluug eines Blockierungsreagenzes 
geinAfl einem der AnsprUche ?L bis 21, dadurch gekenn- 
Lo zeichxiet, dass mirxdestfins ein Blockierux^gsreagenz qemaU 

Ansprxich 22 Oder :>3 mit mindeJitens einem Vernetzer umgw- 
setst wird, der iri ndcs tens etnc photoreakcive Gruppe 
aufweis t . 

lb 26. Verfahren nach Anspruch 25, d^durch gekennzeichnet , das.-. 

die? mindesi-ens Rine photoreakLive Gruppe unter Benzophe- 
uoii odor Derivaten davofi, Anthrachinon oder DerivatcMi 
davon, Thymidia Oder Uerivaton davon, und 4-Azida- 
benzoesaure oder Deriva-Ku davon anngcwahlt wird. 

• : y-1 
^ V 

27. Kit zur Herr.tcllung einer Gen--:.- robe r£iache gomaP. einem 
der Ansijrachi=> 1 bx^ 1/, dadurch g*:>kennseichnet, daiiS er 
miridestens ein Blockierung.s i-eagaaz gniurAp. emom deL Af.- 
spriichei 21 bis> 24 xmd geqebenenf ails einp. Scasorob^r f la- 
che sowio Puffer.' and Po^geiizien onthaLL. 
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Die Erfindnng betLxIIL eine 5p-rii>orober f l^che mit verbcssertem 
Signal/Raur,ch-Verhal tnis auf der BciL:ixs von auf dcr Sensor- 
5 uberflache kovalent inmiobilisicrt.Hiii Blockieruiiqsrengenz sowie 
derartige Oberflachftn umfasseride Vorrichtungea und Verlrahren 
untcr Verweridung dfirncsibGn . 
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